











































Brome mosaic virus (BMV)は、最も研究の進んだモデル植物ウイルスのひ
とつであるが、シロイヌナズナ等のモデル植物を宿主としない。最近我々は、





のモデル accessionをCol-Oに決定した。 14年度は、 (1)EMSにより突然
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Spring beauty latent virus (SBLV)， a bromovirusラ systemicallyand efficiently 
infected Arabidopsis . thaliana， whereas the well由studiedbromoviruses brome mosaic 
virus (BMV) and cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) did not infect and poorly 
infected A. thaliana， respectively. We constructed biologically active cDNA clones of 
SBLV genomic RNAs and determined their complete nucleotide sequences. 
Interestingly， SBLV &~A3 contains both the box B motif in the intercistronic region， as
does BMV， and the subgenomic promoter四likesequence in the 5' noncoding region， as
does CCMV. Sequence comparisons of SBLV， BMV， CCMV， and broad bean mottle 
virus demonstrated that SBLV is closely related to BMV and CCMV. 
Main text 
Systemic infection by plant viruses is established via multiple steps. At each step， 
several viral and host factors are involved in virus multiplication. To elucidate the 
mechanism of viral infections of plants， many viral factors have been examined， but 
host factors have not been identified in sufficient detail. The complete genome of 
Arabidopsis thaliana has been sequenced [8， 9]， and this plant species has been used as 
a model in many studies including the analysis of plant-microbe interactions [14， 15]. 
Bromoviruses are icosahedral plant viruses， the genomes of which，.are positive田sense
tripartite RNA molecules designated RNA1， RNA2， and RNA3 [25]. Each RNA has a 
cap structure and a tRNA-like structure at the 5' and 3' termini， respectively， and the 
intercistronic region (ICR) in RNA3 contains a poly(A) tract. RNAs 1 and 2 encode the 
1a and 2a proteins， respectively， which are involved in viral genome replication [20， 21]. 
RNA3 is not essential for viral RNA replication， but encodes the 3a protein required for 
viral movement [27， 28， 42] and the coat protein (CP)， which is translated from a 
subgenomic RNA designated RNA4 [39]. Six viruses belong to the genus Br01noνirus in 
the family BrOl1'lOviridae: Brome mosaic virus (Bl¥在V)，Cowpea chlorotic l1'lottle virus 
(CCMV)， Broad bean mottle virus (BBMV)， Spring beauty latent virus (SBLV); Cassia 
yellow blotch virus， and Melandrium yellow fleck virus (MYFV) [38]. Full“length 
cDNA clones have already been constructed for BMV， CCMV， and BBMV， from which 
infectious transcripts have been generated in vitro [4， 5， 33]， and the complete genomic 
sequences of these viruses have been determined [2， 3， 6， 13， 37]. The bromoviruses are 
some of the best characterized plant viruses in which the viral factors required for 
infection have been analysed. However， only a few of the host factors required for 
systemic bromoviral infections have been identified [10， 26，29， 36]. One reason for the 
delay in identifying these host factors， especially those involved in viral cel田to心eland 
lor沼田distancemovement in plants， isthat no bromovirus has been identified that. infects 
A. thaliana. 
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SBLV was isolated from Craytonia virginica (Portulacaceae) in north田westArkansas， 
USA， and is serologically related to BMV and CCMV， but not to BBMV or MYFV. 
However， SBLV virions are icosahedra1 particles approximately 28 nm in diameter， 
larger than those of BMV and CCMV; they are stable at neutral pH， whereas BMV and 
CCMV virions are stable at low pH. Furthermore， the host range of SBLV is different 
from those of BMV and CCMV. Therefore， SBLV is considered to be an unusual 
bromovirus， with properties that differ from those of other bromoviruses [45，46]. 
In this studyヲ wedemonstrated that SBLV systemically and efficiently infects A. 
thalianα. Then， toestablish a model system to elucidate bromovirus-plant interactions， 
we constructed biologically active cDNA clones of SBLV genomic RNAs and 
determined the complete nucleotide sequences of these RNAs. 
GOl1zphrena globosa plants were inoculated with SBLV (American Type Culture 
Collection [ATCC] PV-369)， and virions were purified as described previously [45]. 
Virions of BMV and CCMV were purified as described previously [31] from barley 
(Hordeum vulgαre L. cv. Hinodehadaka) and cowpea (Vigna unguiculat，αcv. California 
Blackeye) plants inoculated with in vitro transcripts of BMV M1 strain [4] and CCMV 
M1 strain [5]， respectively. Viral RNAs were isolated from purified virions using an 
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen， Chatsworth， CA). Arabidopsis thaliana accession 
Columbia-O (Col由0)plants were grown essentially as described pr~iously [17， 48]. 
Nicotiana benthal1uana， G. globosa， Chenopodiu111 quinoa， pea (PisU1n sativum cv. 
Midori-usui)， cowpea， and bar1ey were grown as described previously [41]. 
The fully expanded rosette leaves of the model plarit A. thalianαCol-O were 
inoculated 3-4 weeks after sowing， with virion RNAs of BMV， CCMV， or SBLV. The 
ac~umulation of viral CPs in inoculated rosette leaves and uninoculated upper cauline 
leaves was assessed at 14 days post-inoculation (dpi) by western blot ana1ysis [7]. 
Because anti皿BMVantiserum (ATCC PVAS-178) q:oss-reacts strongly with CCMV CP 
and to some degree with SBLV CP (Fig. 1A)， anti問BMVantiserum was used to detect 
bromovirus CPs. The infectivi守 ofeach virus was evaluated in at least three 
independent infection experiments with consistent results. SBLV CP accumulated to 
high levels in both the inoculated and uninoculated leaves (Fig. 1B， lanes 9-12). BMV 
C 
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results demonstrate that， of the three bromoviruses， SBLV infected Col-O plants most 
efficiently， and suggest that SBLV may be useful in the identification of the host factors 
involved in the systemic infection of plants by bromoviruses. 
The host range of SBLV was checked in several plant species that have been used for 
laboratory experiments with bromoviruses. The two largest leaves of N. benthan'lIana， G.
globosα， and C. quinoa were inoculated four weeks after sowing， and the primary leaves 
of cowpea， pea， andるarleywere inoculated one week after sowing. SBLV virion RNAs 
showed infectivi匂， and induced symptoms in G. globosa， C.quinoa， cowpea， and pea， 
as described previously [45] (Table 1). Furthermore， SBLV systemically infected N. 
benthamiana， which is a common systemic host fQ~J3MV ahq. CCMV， 'and induced 
systemic mild m仙 symptoms，仙ゆ BMV'a議畿C伐CM師Vir良ぱ批Iぜf
asymptωoma剖ti比call勿y.Moreover， SBLV did not infect barley， which is a selective host for 
BMV. These results indicate that SBLV is closer to CCMV than to BMV in terms of 
host range (Table 1). 
To isolate partia1 cDNA fragments corresponding to the 5' and 3' proximal regions of 
the 1a and 2a open reading frames (ORFs) of SBLV， we performed RT-PCR using four 
sets of degenerate primers， which were designed based on' the amino acid sequences 
conserved' among the replication proteins of BMV， CCMV， and BBMV. The conserved 
amino acid sequences are AEHYDC plus MFDGAM如 dFGDTEQ p'lus KCDLFK for 
1a， and VPSFQW plus HAYFDD and CDRMKF plus (DA)WFH(DIN)W for 2a. 
Amplified cDNAs were directly cloned into pGEi¥ιT Easy Vector (Promega， Madison， 
WI). Because the 3' ends of the genomic RNAs of known bromoviruses terminate with 
CCA， SBLV RNA3 was polyadenylated using poly(A) polymerase (Takara， Otsu， 
Japan) and reverse transcribed using a T16G primer. Second strands were then 
synthesized， and the fragments cloned as described previously [18]. The cDNA inserts 
from genomic RNAs 1， 2， and 3 were sequenced using an automated DNA sequencer 
(model 310， Applied Biosystems， Foster City， CA). PrI1ners were designed on the basis 
of these sequences， and the terminal sequences of SBLV RNAs were determined by 
rapid amplification of cDNA ends (RACE) [16]. 
Full-length cDNAs of the SBLV RNAs were synthesized by RT-PCR under the 
conditions specified for SuperScript I reverse transcriptase (Life Technologies， 
Gaithersburg， MD) and LA Taq DNA polymerase (Tak訂a)，using prim 
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pUCl18 (Takara). 
Of the capped transcripts from full-1ength cDNA c10nes of SBLV genomes， one clone 
each of RNAs 1and 2， and five c10nes of RNA3 were involved in the production of 
SBLV四specificnecrotic symptoms in G. globosa as severe as those induced by SBLV 
virion RNAs (data not shown). To further select between the five RNA3 c1ones， we 
determined the length of the poly(A)仕actsin the ICR of SBLV RNA3， because the 
lengths are heterogeneous in each population of BMV， CCMV， and BBMV [37] (Fig. 3). 
The poly(A) sequences of the five clones were 34-42 residues long， with an average of 
39 residues. We chose one infectious RNA3 cDNA c10ne with a 41-residue poly(A) 
sequence， because it was closest to the average length in the virus population. These 
representative cDNA clones of SBLV RNAs 1， 2， and 3 were designated pSB 1 TP6， 
pSB2TP7， and pSB3TP9， respectively， and this set of plasmids and al in vitro and in 
vivo products arising from them are refeITed to as belonging to the KU1 strain of SBLV. 
The infectivity of a mixture of capped transcripts synthesized from these clones [22] 
and the symptoms caused by their infections in several plant species were identical to 
those produced by SBLV virion RNAs (Table 1， data not shown)， indicating that the 
KU1 strain of SBLV reflects the characteristics of the ATCC PV閉-369strain of SBLV. 
The complete l1ucleotide sequences of SBLV RNAs 1， 2， and 3 were determined by 
sequencing the full-length cDNA inserts of pSB1TP6， pSB2TBワ， and pSB3TP9， 
respectively. To determine the nuc1eotide sequences， we first used the EZ::TN™くKAN-
1> Insertion Kit (Epicentre， Madison， WI). Sequencing was completed using termina1 
deletion clones and appropriate synthetic primers. The nucleotide and amino acid 
sequence data were analysed using DNASISふ!lacv. 3.6 software (Hitachi， Japan) and 
the CLUSTAL W program [44]， respectively. All cDNAs‘were found to be inserted in 
the direction opposite to that of the lacZ gene in the c10ning plasmid. The lengths of 
SBLV RNAs 1， 2， and 3 were 3，252， 2，898， and 2，213 nucleotides， respectively. By 
sequencing RACE products， we determined that the 5'-terminal residues of SBLV RNAs 
1， 2， and 3 were guanine， consistent with BMV [2， 3]and CCMV [6， 13]， whereas those 
of BBMV are commonly adenine [13， 37] (Fig. 3). 
The 5' noncoding regions of SBLV RNAs 1 and 2 contain two motifs highly 
conserved among the other bromoviruses (Fig. 3). These correspond to canonical boxes 
A and B in the euk 
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characteristic of noncoding sequences that differs between bromoviruses: a large 
segment， which matches to the bromoviral subgenomic promoter core regions of the 
RNA3 ICR， exists in the 5' noncoding sequences of RNA3s of CCMV and BBMV but 
not of BMV [6， 37] (Fig. 3). SBLV RNA3 also contains a subgenomic promoter四like
sequence in the 5'-terminal noncoding region of RNA3 (Fig. 3). Because no subgenomic 
RNAs have yet been identified that express 3a protein， the protein is probably translated 
directly from RNA3. No significant biological function has been identified for this 
insertional segment in RNA3， except for somecontribution to viral competitiveness 
[32]. Therefore， it has been suggested that this sequence may be a relic from a precursor 
virus， when a three-component bromovirus evolved from a single-component ancestral 
virus， such as tobacco mosaic virus [6]. 
The 3' ends of SBLV RNAs terminate with CCA， and the 3'-terminal regions are 
predicted to form tRNA由likestructures， which are common at the 3' ends of bromovirus 
RNAs [1]. Moreover， al the tRNA同likestructures of SBLV RNAs are predicted to be 
charged with tyrosine because they have an anti皿codonloop for tyrosine and contain a 
D四arm，as do those of BMV and CCMV but not BBMV [1] (Fig. 3). Although the 
tRNA田likestructures of SBLV RNAs 1， 2， and 3 are simil訂 toeach other and to those of 
BMV and CCMV， the sequence similarities between the 3'-terr凶nal~ 150-nuc1eotide 
regions forming the tRNA-like structures of the three genomic ，.RNAs were low 
(“60.0一83.3%)i加nSBLV compared with those i加nBM在V (θ94.6-，98.0%) and CCM在V
(何86.6-刷一一一-一一-一-圃幽皿幽9
SBLV RNAs may have considerable effect on the accumulation ratio of individual RNA 
components at the single-celllevel， asreported for BMV (12). 
Four potential ORFs were identified in the genomic RNA sequences of SBLV， aswell 
as in those of BMV， CC1れに andBBMV. SBLV RNAs 1 and 2 each contain one large 
ORF， corresponding to the 1a and 2a genes of other bromoviruses， respectively. SBLV 
RNA3 contains two ORFs corresponding to the 3a and CP genes of other bromoviruses. 
Bromovirus CP is involved in virion forτnation and viral long-distance movement. Our 
preliminary data demonstrate that SBLV CP is also required for systemic infection with 
SBLV. We have recently found that the C問terminusproximal phenylalanine residue is 
important for virion forτnation in BMV [30]. This residue is a1so c 
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encoding region. The disruption of these ORFs did not affect the infectivity or 
symptoms of SBLV infection of N. benthamiana， G. globosa， C.quinoa， cowpea， orA. 
thaliana (data not shown)， indicating that the products of these candidate ORFs are not 
essential for SBLV infection. 
Phylogenetic analysis of the four bromoviruses was performed using the MEGA2 
program [23]， and phylogenetic trees were constructed with the neighbour-joining (NJ) 
method [40]. In phylogenetic analyses based on the amino acid sequences of the 1a， 2a， 
and 3a proteins， and CP， BBMV was the most distantly related of the four bromoviruses 
(data not shown). On the other hand， although BMV， CCMV， and SBLV are closely 
related， the phylogenetic relationships between the three bromoviruses were not 
consistent when different viral proteins were compared. This may reflect reassortment 
and recombination. events among natural infections of bromoviruses， as have been 
observed for the cucumoviruses [47]. Then， we compared the characteristics of 
nucleotide sequences in the noncoding region among four bromoviruses (Fig. 3). In this 
comparison， the distant relationship of BBMV in four bromoviruses was confirmed， 
because BBMV has some unique characteristics (e.g.， adenine at the 5' terminus， lack of 
aD四armwithin the tRNA-・likestructure， and the longest 1'01y(A) tracts ~of the four 
bromoviruses). Moreover， Fig. 3 shows that the characte1'istics of the noncoding 
sequences of BMV are most different from those of BBMV. SBLV:"and CCMV have 
intermediate characteristics between BMV and BBMV. In the -relationship between 
BMV， CCl¥れT，and SBLV， SBLV is likely to be more c10sely 1'elated to CCMV than to 
BMV， considering the. average length of their poly(A) tracts and the host ranges 
described in Table 1. Furthermore， SBLV contains both of the unique sequences that 
occur in the noncoding regions of BMV and CCMV: the boxB motif in the ICR of 
BMV RNA3， and the subgenomic p1'omote1'-・likesequence in the 5' noncoding region of 
CCMV RNA3. Therefore， the genome organization of SBLV may reflect that of an 
ancestor common to both BMV and CCMV， or that of a virus inte1'mediate between 
BMV and CCMV. 
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Table 1. Infectivity of brornovirus virion RNAs and in vitlりtranscriptsof SBLV 
BMV CCMV SBLV SBLV 
Plant virion RNA virion RNA virion RNA transcnpts 
I U I U I U I U 
A. thaliana (Col-0) 十 +a 十 + 十 + 
N. benthalniana + + + + + + 十 + 
G. globosα + + 十 十 + + + + 
C. quinoa + 間ト + + :t + 
Pea + 十 + j十 + 十
Cowpea 十 + 
Barley + + 
1， inoculated leaves; U， uninoculated upper laves; +， CP detected;ー ラCPnot detected. 
Westem blot ana1ysis using anti-BMV antiserurn was performed at 14 days post四
inoculation of inoculated rosette leaves and uninoculated cauline leaves of plants 
inoculated with virion RNAs (0.1μg/μ1) or in vitro transcripts (0.3μg/μ1)， asdescribed 
previously [4]. 
a CCMV CP showed low-level accurnulation. Refer to the text for details. 
白幽臨ι
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Fig. 1. (A) Cross-reaction of anti醐BMVantiserum. BMV， CCMV， and SBLV CPs were 
separated by electrophoresis on a 12.5% polyacrylamide gel containing SDS [24]， and 
stained with Coomassie brilliant blue R・250(left) ， or detected immunologically with 
anti-BMV antiserum (right). Tenfold less of each bromovirus CP was loaded in the right 
panel than in the left panel. (B)副 ectivityof BMV (lanes 1-4)， CCMV (lanes 5-8)， and 
SBLV (lanes 9-12) in A. thaliana Col四O.Virion RNAs of the three bromoviruses were 
used as inocula. Inoculated (I) rosette leaves and uninoculated (U) upper cauline leaves 
were harvested at 14 dpi. Westem blotting analysis with anti-BMV antiserum was used 
to detect viral CP accumulation. CP accumulation in two independent plants is 
represented for each bromovirus infection. Total proteins from Col-O leaves (1.25 mg 
fresh tissue) were loaded in each lane. 
τ7 promoter 
st担
:3:出 :;;;:32#左足 踏 c
Fig. 2. Partial nucleotide sequences of full四lengthSBLV cDNA clones. The PstI site 
used to clone SBLV cDNAs and the MluI site for the linearization of cloned plasmids 
are represented by boxed and italicized bases， respectively. A bent arrow indicates the 
T7 promoter start site. The transcripts are predicted to have one additional G residue at 
the 5' terminus， and possibly four extra norトviralresidues (CGCG) at the 3' terminus of 
the viral genomic segments generated from the MluI recognition sequence. 
RNA1 & RNA2 RNA3 
m7GpppG--4 1p m7GpppG→ トt 州 ζ コ司PBMV 
m7GpppG・凪イ 1P m7G陣PG4ゥ-Jヲ ~)40 -C:::J-平 SBLV 
m7GpppG.J凪寸 TP m
7
GpppGιゥ」F ー (A)40-CコオPCCMV 
m7GpppA .J凪4 「P m7G押 pAιづ圃」F ー{町二子下 BBMV 
Fig. 3. Schematic sequence alignment of genomic RNAs of BMV， SBLV， CCMV， and 
BBMV. All coding and much of the noncoding sequences of each genome show 
extensive similarity among these four viruses. Similar sequences are aligned on 
horizontal axes that pass through the centre of the boxed genes. Because the overall 
noncoding sequences of RNAl and RNA2 are common in each virus species， both 
RNAs are aligned together. The 5' cap (m7G) and the first nucleotide of each RNA are 
shown. The cloverleaf structures represent the tRNA置likedomains at the 3' termi凶 of
RNAs; the D四armis absent only from BBMV RNAs. Insertions in RNA segment(s) 
relative to the other(s) are removed below the appropriate horizontal axis with dashed 
lines. The box B motif is shown as a small closed box. The lengths of the oligo(A)位acts































の複製夕ンパク質Re句pAと祁互作用する GRAB1およびG孔屯B2(はXi記eet αal.吋， 199ω)、
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Tun'lip crinkle virus CTCV)の移行タンパク質p8と相互作用する Atp8(Lin and 
Heaton， 2001)、Cowpeamosaic virusの60Kタンパク質と相互作用する VAP27四 l
および、VAP27田2C Carette et al. 2002)等が知られ、また、 Far-western法を用い
て単離された宿主因子として、 Tomatomosaic virus (ToMV)の移行タンパク質














阻害するシロイヌナズナの変異体がいくつか単離されてきてEいる o Tobacco 
lnosaic virusのアブラナ科系統 CTMV-Cg)の複製に影響するよ tOlnl、tOln2およ
びtom3変異体 CIshikawaet al.， 1991; Ohshirna et al.， 1998; Yarnanaka et al.， 2002)、
Cuculnber lnosaic virus黄化系統 CCMV-Y)の細胞間移行に影響する cumlおよ
びcum2変異体 CYoshiiet al.， 1998a; b)、また、 Turnipvein clearing virusの長距
離移行に影響する vsnz1変異体 CLarteyet al.， 1998)などが知られている。現在
までにそれらのいくつかについては原因遺伝子が既に単離・同定されている
CYarnanaka et al.， 2000; 2002; Tsujirnoto et al.， 2003) 0 また、シロイヌナズナのア
クセッション間におけるウイルス感染性の違いを利用した研究からは、 TCVに
対する過敏感反応 CHR)に関与する HRTCDernpsey et al.， 1993; 1997; Cooley et al.， 
2000)、CMV四Yに対する HRに関与する RCYlCTakahashi et al.， 1994; 2002)、ま
た、Tobαccoetch virus(TEV)の長距離移行を阻害するRTMlおよびRTM2CMahajan 






virus (BMV)とCowpeachlorotic lnottle virus (CCMV)を用いて行われ、感染に関わ
る様々なウイルス側の因子について詳細な解析が進められてきた。一方、宿主
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植物因子に関しては、 BMV感染オオムギから BMVの RNA依存 RNA合成酵
素画分を抽出することにより、試験管内において BMVのマイナス鎖 RNA合成
を促進する宿主植物因子として、翻訳開始因子eIF3が同定されている (Quadtet 
al.， 1993)。また最近 Twかhybrid法により、 BMVの外被タンパク質と相互作用
し、ウイルス感染に関与するオオムギ因子として HCP1タンパク質が同定され
た (Ok:inakaet al. 2003)。現在までにブロモウイルスの感染に関わる宿主植物
因子として報告されているものはこれらのみである。 Ahlquistらのグループに
よって、酵母を用いた系を利用し、 BMVの複製に関与する宿主因子の同定が




近年、 Bromovirus属に分類される Springbe仰のJlatent virus (SBLV)がシロイヌナ


























り、実際に BMVの複製に関与する酵母の宿主因子 LSMl、DEDlおよび、 OLEl




伝子として、 TOMl遺伝子および、TOM2遺伝子が報告されている (Ishikawaet al.， 








離・同定されている (Yamanakaet al. 2002) 0 TOM2遺伝子に関する研究も進ん
でおり、 tom2変異体では TOM2AとTOM2Bという二種類の遺伝子が破壊され
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ていたこと、 TOM2Aタンパク質は 4回膜貫通型タンパク質であり、 TOM1タ
ンパク質と相互作用することが報告されている (Tsujimotoet al.， 2003) 0 また、
CMV巴Yの細胞間移行に影響する cuml(Yoshii et al. 1998a)および、cum2変異体
(Yoshii et al.， 1998b)を用いた研究から、 CUMl、CUM2遺伝子はそれぞれ翻
訳開始因子eIF4EとeIF4Gをコードしていることが分かつている(吉井・石川、
私信)。さらに Tumipl1'losaic virusの感染が阻害される変異体から、その原因遺
伝子としてeIF仰の4Eが同定されている (Lelliset al.， 2002; Duprat et al.， 2002)。
SBLVは、シロイヌナズナのアクセッション Columbia-O(Col由0)に効率良く











指した。 2，231個体の M2植物について SBLV感染性を調査じ、 SBLV増殖が遅






Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)のRandallScholl博士より提供さ





した先端で種子に触れ、付着した種子を 1ポット当たり 4粒播いた。 40C培黒
条件下で2日間低温処理した後、 250C、一日あたり 16時間の日長条件下で育
成した。肥料は 1>くHoagland培地溶液 (Dhingraand Sinclar， 1985)を使用し、発
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芽後、土壌が乾かない程度に適宜与えた。採種に際しでは、採種個体をロック













離 (2，500Xg，10分， 40C) し、上清を吏に遠心分離 (80，000X g， 90分， 40C) し
た。沈殿に 500凶の O.OlMリン酸ナトリウムパップ7一 (pH7.0)を加え、 40C
で一晩静置して懸濁した。この懸濁液を遠心分離 (2，500Xg，5分， 40C) し、そ
の上清を 0ユ之OMショ糖密度勾配 (0.01M リン酸ナトリ刀ムバッファー
(pH7.0)で調製)に重層し、遠心分離 (70，000X g， 150分:， 250C) した。その
後、注射器でウイルスのバンドを吸い取り、 0.01M リン酸ナトリウムバッファ
ー CpH7.0)で 10倍に希釈した後、遠心分離 (80，000Xg，90分，40C) した。沈





SBLV RNAL RNA2および RNA3のcDNAクローン (pSB1TP6、pSB2TP7
およびpSB3TP9[Fujisaki et al.， 2003bJ)はMluIで切断し、 BMV悶ぜA1、RNA2
および RNA3のcDNAクローン (pB1TP3、pB2TP5およびpB3TP8[Janda et α1.， 
1987J)は EcoRlで切断し、 CCMV即ぜA1、 町ぜA2 および RNA3 のcDNA
クローン (pCC1TP1、pCC2TP2および、pCC3TP4[Allison et al.， 1988J)は XbaI
で切断し、これを鋳型として T7RNAポリメラーゼによりキャップ存在下で転
















心管に入れた 20mlの酵素液 (1%セルラー ゼ、 0.05%マセロザイム、 0.6Mマ
ンニトー ル、 pH6.0)に浸して、軽く振還しながらお℃で 3.5持関培養した。
その液を 4層のガーゼで漉過し、 i慮液を遠心分離 (40Xg、3分、室温)した。
その沈澱を洗浄液 (0.6Mマンニトール、 10mM CaCli、pH6.5)で2回洗浄し
た後、沈澱を洗浄液に再懸濁し、 1接種区あたり1.0"'"5.0X 105個のプロトプラ
ストとなるように分注した。接種源として SBLV 転写物 (RN~L 2、3全体で
6.0μg) を接種した。フロトフラストへのウイルス接種は.K.ronerand Ahlquist 
( 1992)の方法に従った。
ノーザンプロッティング法
プロトプラストからの total 陪~A の抽出は以下のようにして行った。 500μ1
の静置培養したフロトフラスト培養液に 200μlの RNA抽出バッファー (1M 
グリシン11MNaCll 10 mM Na2EDTA溶液、 10%SDS溶液、 5%ベントナイト溶
液、および DWを2: 2 : 1 : 1の比で混合したもの)を加え vortexした。その
後、 500μlのフェノール/クロロホルム処理を 2回行い、 650μlのイソプロパ
ノー ル、 65μlの3M酢酸ナトリウム (pH5.2)と混合し、遠心分離で沈澱させ、
70%エタノール洗浄の後、減圧乾燥した。これに 8μlのDDWと32μ1のRNA
試料バッファー[1.6mlのホルムアルデヒド、 5.0mlのホルムアミド、 0.5mlの





SBLV RNAの検出にはDIG四UTP(Roche Diagnostics K.KJでラベルしたリボ
プローブを用いた。プローブ調製用の鋳型としては、 SBLVRNA1.. 2では ClaI
27 
切断した pSB1MC101、pSB2MC102を、 SBLVRNA3ではお江切断した
pSB3MC103を用いた (Fujisakiet al.， 2003b)。
Coomassie brilliant blue (CBB)染色
SDS目ポリアクリルアミドゲル電気訪泳く動 (ωSDS-剛酬聞欄輔宇
て夕ンパク質を分離し、 CBB染色を行った。ゲルを CBB染色液 [0.25%(w/v) 
CBB-R250、50%(v/v)メタノー ル、 5%(v/v)酢酸]で l時間染色した後、脱色




pTM， Millipore)に転写し、 3%(w/v)スキムミルクを含む'口BS[20 mM Tris由HCl、
0.5MNaCl、0.05%(v/v) Tween 20、pH7.5Jでブロッキングした。 BMV、CCMV
および SBLVCP検出用の 1次抗体液にはウサギ由来の抗BMV抗血清 (PVAS-
178， American Type Culture Collection)をTTBSで50，000倍希釈したものを用い









ペンチューブに集めたo 植物組織 1mgあたり 2凶の 4Xクラッキングバッフア
ーと 5凶のDWを加え、ホモジナイズした。調製した植物磨砕液1.5凶中のSBLV
CPをウエスタンプロッティング法により検出し、バンドの濃度から蓄積量を







2枚のろ紙のうち 1枚を 2%(v/v) Triton X-100で色素が消えるまで、室温で
60田90分間振還した。次いで 3%スキムミルクを含む TTBS (TTBS-スキムミ
28 
ルク)で l時間ブロッキングした。 SBLVCP検出用の 1次抗体液と 2次抗体液
には上記のものを TTBSー スキムミルクで同様に希釈して用いた。 1次抗体液で



















2，231個体の、 EMS処理した Col-O変異体 M2植物について SBLV感染性を







白殖により得た M3種子を採種し、 2次、 3次選抜を行って表現型の再現性を調






して選抜された。 3次選抜では、 2433Bは接種 6日後において全身感染するも
のの、 CPシグナルの拡がりが植物体の一部に限られており、シグナルも野生
型に比べて弱い様子が観察された CPig.1-1)。また、 2433BM3植物の自殖によ




とが明らかとなった CPig.1-2) 0 2433Bの植物体の形態は野生型の Col-Oと同様
であったが、花茎の伸長する時期が野生型 Col-Oよりも 4""'6日程度早い様子が
観察された。また、 2433Bでは、野生型 Col-Oと同様に SBLV感染に対して局
部壊病斑など、の病徴は観察されなかった Cdatanot shown) 0 
遺伝学的解析
2433Bにおいて SBLVの感染性が低下する形質の遺伝学的性質を調査するた
めに、 2433BのM3植物と野生型 Col-Oを人工交配して P}植物を作製し、これ
に SBLV粒子を接種して、接種 3B後の接種葉における CP蓄積量をウエスタ
ンブロッティング法により調査した。その結果、 P}植物(♀Col心×♂2433Bお
よび♀2433BX♂Coト0)は、いずれを花粉親とした場合も野生型 Col-Oと向程







ング法により経時的に調査した CPig.1-3) 0 CBB染色の結果、野生型 Col心で
は接種葉では接種 3日後において、非接種上位ロゼッタ葉および花茎葉では接
種4日後において既にSBLVCPと同じ泳動度のバンドがはっきりと観察された。
一方 2433Bでは、接種葉と花茎葉では野生型 Col-Oより遅れて接種 5日後から
6日後に薄いバンドが検出され、非接種上位ロゼッタ葉ではバンドがほとんど
検出されなかった。また、ウエスタンプロッティング法による、より高感度の，



















型 Col-Oと2433Bのフロトフラストに SBLV転写物を接種し、接種 3、12、24
時間後のtotalRNAおよびtotalタンパク質を抽出した。 SBLVRNAとCPの蓄
積量はそれぞれノーザンブロッティング法およびウエスタンブロッティング法
により調査した (Fig.I-5) 0 この結果、野生型Col-Oと2433Bでは、 1細胞レベ
ルにおける SBLV陀¥l"AやCPの蓄積量に顕著な差は見られなかった。 Fig.1-4D 
は実験を繰り返し、 l細胞レベルにおける SBLVCPの蓄積を定曇化したもので












蓄積に顕著な差は見られなかった (Fig.I-6B) 0 また、 ToMVにおいても、 2433B
では野生型 Col-Oと間程度の CP蓄積量を示した (Fig.I-6C) 0 このとき SBLV
では、 2433Bにおける CP蓄積は有意に低下していた (Fig.I-6A) 0 このことか

















を持つパラログが存在することが考えられる o シロイヌナズナでは、得約 65%の
遺伝子がパラログを持つことが明らかになっている(佐藤 e 田畑、 2001)0実
際に、 TMV-Cgの複製に必要な宿主因子として同定された TOMl遺伝子には、
そのパラログである TOM3遺伝子が存在し、 tonz1変異体では TOM3遺伝子が
TMV四Cgの増殖を助けていたために TMV-Cgの蓄積が完全に抑制されなかった






いうことが報告されている (Leisnerand Howell， 1992; Leisner et al.， 1993) 0 2433B 
では花茎組織の伸長する時期が野生型 Col-Oに比べて早い様子が観察されたこ
とから、 2433Bにおいて SBLV感染が遅延する原因が、成長速度の差によるも











ルスの 3aタンパク質は細胞間移行において必須であり (Miseand Ahlquist， 1995; 
Schmitz and Rao. 1996)、BMV3aタンパク質が核酸結合能を持つことや、原形
質連絡に局在することが報告されている CPujitaet al.， 1998， 1999)。現在のとこ
ろSBLVにおける 3aタンパク質の機能は明らかにされていないが、他のブロモ
ウイルスとの相向性から (Pujisakiet al.， 2003)、恐らく類似した機能を持つと
考えられる o これまでに、 CMV世Y の細胞間移行に影響を与えるシロイヌナズ
ナの変異体 cumlおよびcUln2が報告されており (Yoshiiet al.， 1998a， 1998b)、
さらなる研究から、 cumlおよび、cU1n2変異体では CMV-Y感染において 3a移行
タンパク質の翻訳が影響を受けていることが明らかとなっている(吉井・石川、
私信)。このことから、今後 2433Bにおける SBLVRNAの翻訳活性を調査する









Fig. 1-1. Distribution of coat protein (CP) in SBLV-inoculated Col-O and 
2433B plants. Col-O (above)組 d2433B (bottom) plants were inoculated with 
SBLV. At 6 days post-inoculation (dpi) ， leaf protein was press-blotted onto 
chromatography paper， and SBL V CP was detected using anti・BMVantibody 
which cross-reacts with SBL V CP. 
Col・0
24338 F1 plants 
♀Col・0 ♀24338
M3 plants M4 plants x♂24338 X♂CoトO
，.， 
p 
Fig. 1-2. Accumulation of SBL V CP in inoculated leaves of Col-O， 2433B and Fl 
plants of Col-O X 2433B. Plants were inoculated with SBL V. Total proteins prepared 
at 3 dpi from inoculated leaves，were separated by SDS-PAGE (12.59もgel)and then 
transfered to a nylon membrane. SBL V CP was immunologically detected. 
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Fig.I・3.Accumulation of SBLV CP in Col-O and 2433B plants. Col-O and 2433B plants were inoculated with SBL V. Leaves were 
harvested at vairious dpi and dissected into three parts: inoculated leaves (A)， uninoculated rosette leaves (B) and cauline leaves (C). 
Total proteins from each part were separated by SDS-PAGE (12.5% gel) and stained with Coomassie brilliant blue R・250(above) or 
subjected to immunological detection of SBLV CP (bottom). H=healthy plant. Arrowheads indicate SBL V CP. 
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Fig. 1-4. Time course of SBL V CP accumulation in wt Col-0 and 2433B plants or protoplasts. Plants were inoculated with SBLV virion， 
and harvested at 3， 4， 5 and 6 dpi. Harvested plants were dissected into three parts: inoculated leaves (A)， uninoculated rosette leaves (B) 
and cauline leaves (C). Moreover， protoplasts inoculated with SBL V transcripts were harvested at 3， 12 and 24 hours post inoculation (hpi) 
(D). Accumulation of SBL V CP in each sample was detected by westem blot analysis and quantified by NIH image program. A verage 
values for SBLV CP accumulation relative to that in inoculated leaves of wt Col-O at 3 dpi (A-C) or rerative to that in wt Col-O protoplasts 
at 24 hpi (D) are indicated. The mean value and standard deviations were ca1culated from three to four independent experiments. 
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Fig. 1-5. Accumulation of SBLV RNA and CP in Col-O and 2433B 
protoplasts. Protoplasts prepared from Col-O and 2433B were inoculated with 
water or SBL V， and harvested at 3， 12， and 24 hpi. Total RNA and protein 
were separately extracted from the protoplasts， and accumulation of SBL V 
RNA (above) and CP (bottom) was detected with a DIG-labeled riboprobe 
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Fig. 1-6. Accumulation of CPs of SBLV， CCMV and ToMV in inoculated 
leaves of Col-O and 2433B plants. Col-O and 2433B plants were inoculated 
with SBLV， CCMV and ToMV. At 3 and 5 dpi， total proteins were 
prepared from inoculated leaves， and separated by SDS-PAGE (12.5% gel). 
SBLV， CCMV and ToMV CP was immunologically detected using anti-
BMV (SBLV and CCMV) or anti-ToMV (ToMV) antiserum. 
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得抵抗性とは異なる抵抗性に関与する RTMl遺伝子が報告された (Mahajanet 
al..1998) 0クローニングの結果、 RTM1タンパク質は病原体や害虫に対する防
御に関わる jacalinrepeat domain familyに属していることが明らかとなり、師管
内および伴細胞に局在することなどが示されている (Chisholmet al.， 2000; 
2001)0また、 TCVおよびCMV由YにHRを引き起こすアクセッションを選抜す
ることにより、抵抗性遺伝子HRTおよび RCYlが同定された (Dempseyet al.， 
1997; Cooley et al.， 2000; Takahashi et α1.， 1994， 2002) 0 HRTとRCYlは対立遺伝
子であり、高い類似性を持つことが分かつている o さらに、 TMVに関する研
究では、 TMVに対して感染性の異なるアクセッションを選抜し、 TMVの締胞







































/により行った。ウイルス RNAの検出にはDig叫UTP(Roche Diagnostics K.K.)で
ラベルしたリボフローブを用いた。フローブ調整用の鋳型は、 SBLVRNAL 2 
35 
RNA3は第 1章に記したものを用い、 TMV-Cgは EcoRIで切断した pCgP2
<Ishikawa et al.， 1993)を用いた。
ウイルス CPの分布の検出は、第1章に記した通り、ハンマープロッティン
グ法により行った。ブロモウイルス CPの検出はウサギ由来の抗 BMV抗血清
(PVAS-178， ATCC) を用いた。また、 TMV-CgCPおよびCMV-YCPの検出に
はウサギ由来の抗TMV四Cg抗血清 (Ishikawaet al.， 1993)および抗CMV-Y抗血




物を育成し、 SBLV感染性を調査したところ、 1ライン (PC7)がSBLVに対し
て低い感染性を示した。 PC7をCol-Oと戻し交雑し、得られた植物 (7C四F1) の














対する感受性が低いという報告がなされている(Leisner釦 dHowell， 1992; Leisner 
et al.， 1993) 0 SBLVがこれらのアクセッションにおいて感染効率が悪いのは、
植物の成長速度が原因ではないかと考えられた。しかしながら、ある一つのア




に対して、 Col心では 38個体中 37儒体(およそ 97%)が SBLVに対して全身
36 
感染し、その他のアクセッションも九四100%の個体が全身感染していた CTable
II-1) 0 さらに Pla心では、 SBLVに全身感染する個体においても、非接種組織に
おけるウイルスシグナルは植物体の一部に局在しており、植物体全体にウイル
スシグナルが拡がる Col-Oとは異なっていた CPig.II-1)。このように、 Pl仕Oは
Col心と比較して明らかに低い SBLV感染性を示したが、 SBLVに感染した Pla田
Oでは HRのような病徴は観察されず、植物側の抵抗性反応は確認されなかっ


















CMV-Yは Col-Oと同様に植物体全体にウイルスが拡がっていた CPig.II-4) 0 
TMV-Cgについては、接種7日後におけるウイルス感染も調査したが、 Col-Oと
Pla四O共に CPシグナルは完全に拡がっておらず、感染拡大の速度は両者におい
て同程度であった Cdata not shown)。以上のことから、 Pla-Oに見られるウイル
ス感染性の低下は、 SBLVに特異的であることが明らかとなった。さらに、他
のブロモウイルスである BMVと CCMVについても感染性を調べたところ、












見られなかった CFig.II-S) 0 TMV-Cgに関しでも Col心と Pla四Oにおいて同程度
の附~A 蓄積を示していることから、この結果は植物体におけるウイルス接種
の効率や実験条件の適性の違いによるものではなく、 SBLVの増殖能を反映し






明らかにするために、 Col-Oと Pl仕Oを交配して遺伝学的解析を行った。 Pla問。
は Col心と比較して開花時期が遅いが CCol-Oでは播種*3"'-'4週間後であるのに





ラインを作出したD このような 10ラインそれぞれにつき 20"'-'30個体を育成し、
SBLVを接種してその感染性を調査した。 10ラインの中から、最も SBLVに抵
抗性を示すライン、 PC7を選抜した。 PC7ラインは Col-Oと同等の時期に開花
し、全ての僧体で SBLV感染の遅延が観察された CFig.II-6) 0 そこで PC7を親
植物として Col-Oと戻し交雑を行い、 7C由民世代を得た。 7C四Fl世代は SBLVに
効率良く感染しており、その感染性は Col-Oと同程度あるいは Col心と PC7の













性の遺伝子としては、 HRTや RCYlが同定されている (Dempseyet α1.， 1997; 
Cooley et al.， 2000; Takahashi et al.， 1994; 2002) 0 HRが起こる場合、局部壊死病
斑の形成や PR遺伝子発現の誘導が認められるが (Glazebrook.2001)、SBLVを









されている。 TMVやBeetcurly top virus (BCTV)に関する研究では、ウイルス
の移行が抑制されているアクセッションが同定され、その抵抗牲が劣性の単一





ないかと考えられる。最近、 Potatovirus Y (PVy)に対して感受性の異なるト
ウガラシの品種を用いた遺伝学的解析により、 PVYの感染に関与する劣性の宿
主因子pvr2が同定され、翻訳開始因子 eIF4Eをコードしていることが明らかと
なった (Ruffelet al. 2002) 0また、 CMV剛Yの細胞間移行に関わる宿主因子とし
















Table 11-1. Susceptibility of Arabidopsis accessions to SBLV 
Systemically 
infected plants 
80 to 100% 




Berkley， Bla2， Bs酬1，Bsch圃0，C24， Chト0，Co， 
Col醐0，Condara， Da， Db圃0，DトG，Dra岡0，Eト2，
En圃D，ENF， Er， EST， Fe-l， Fi圃1，Fr圃2，Ga圃0，
Gd-l， Hi圃0，HI， Hodja田Obi圃Garm，Jm醐0，KI・
0， Ler， Lト5，LIN， Litva， Mh-O， Nd-l， No・0，
Nok圃0，Nw圃0，Ob圃0，Old-l， Oy圃1，Pa幽1，
Petergof， Pト0，RLD剛1，Rubeznoe-l， S96， Sg-




Plants were harvested at 14 dpi， and systemic infectivity of SBLV was examined by 
press blot analysis. 
Col・oplants 
Pla-O plants 
、 〆‘ F 
-句、J
Fig. 11-1. Representative data of susceptibility of Col四oand Pla-O to SBL V 
demonstrated in survey for 67 Arabidopsis accessions. Col-O and Pla-O plants were 
inoculated with SBLV virion at the same time (3・4weeks after sowing). Plants were 
pressed onto chromatography papers at 14 dpi， and SBL V CP was immunologically 
detected. Because Pla-O is late-flowering compared with Col-O， bolting tissues were not 
developed at the harvest time. 
A 
B 
Fig. 1・2.Pla-O plants infected with SBLV. Whole plants (A) and inoculated 
leaves (B) were photographed at 14 dpi. H = healthy plant or leaf. 1 = SBLV-
inoculated plant or leaf. 
A 
B 
2 dpi 4 dpi 7 dpi 10 dpi 
Col・0
Pla-O 
2 dpi 4 dpi 7 dpi 10 dpi 
Col・0
Pla-O 
Fig. 11-3. Time course for SBLV spread. Uninoculated tissues (A) and inoculated 
leaves (B) were pressed onto chromatography papers at 2， 4， 7， and 10 dpi. Distribution 
of SBL V CP was immunologically detected. 
SBLV CMV-Y TMV-Cg BMV CCMV 
Col・0
~"・J




Fig. 1・4.Infectivity of SBLV， CMV-Y， TMV-Cg， BMV and CCMV in Col-O and Pla-O. 
Plants were inoculated with virion of each virus， and harvested at 10 dpi. Virus spread was 
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Fig.II・5.Multiplication of SBL V and TMV -Cg in Col-O and Pla-O protoplasts. (A) Col-
o and Pla-O protoplasts were inoculated with SBL V virion RNAs， and total RNA and 
protein were ex位actedat 3， 12 and 24 hpi. The accumulations of SBLV RNA and CP 
were examined by northern and western blot analyses， respectively. SBLV RNA and CP 
accumulation are shown at above and bottom， respectively. Ethidium bromide-stained 
ribosomal RNA is indicated at the middle of each lane. Samples from protoplasts 
inoculated with water were also prepared at 24 hpi and are indicated by M. (B) As 
positive control， Col-O and Pla-O protoplasts were also inoculated with TMV -Cg virion. 
Total RNA was extracted at 24 hpi， and loaded (indicated by Cg) with that of mock-
inoculated protoplasts. Positions of viral RNAs are indicated. 
Pla-O Col ・0 PC7 7C・F1
Fig.II・6.Genetic trait of Pla-O in slower spread of SBL V. The line PC7 was established from 
F2 population generated from the cross between Pla-O and Col-O. 7C圃Flpopulation was 
generated by backcross between PC7 and Col-O. Plants were inoculated with SBLV virion. 
SBLV infection was examined by press blot assay by using anti-BMV antiserum at 10 dpi. 
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ッションによって病徴が異なる例がいくつか報告されている o TCVは Col-Oを
始め多くのアクセッションに感染するとえ死を引き起こすのに対し、 Dijonで
は接種葉において局部え死病斑が観察され、 HRが起きることが報告されてお
り、 HRに関与する遺伝子、 HRTが同定された (Dempseyet al.， 1993; 1997; Cooley 
et al.， 2000; Kachroo et al.， 2000) 0 同様に、 CMV.目YはLer心など多くのアクセツ
シヨンに対して黄化や媛化症状を引き起こすのに対し、 C24などいくつかのア
クセッションでは HRが起こることが明らかとなり、 HRに関与する遺伝子、
RCYlが同定された (Takahashiet al.， 1994・2002)。こうした HRの誘導は典型的
な植物の抵抗性反応であり、この場合ウイルスの全身感染は抑制される。一方、





遺伝子座、打'RlがCol-OとEstlandを用いて報告されている (Leeet al.， 1996) 0 
SBLVは Col-Oに対して効率良く全身感染するが、病徴は観察されないこと








とが明らかとなり、これをSSBlc.symptom development in SBLV infection) と名
付けた。マッピング解析の結果、 SSBl遺伝子座は第4染色体上の、 SSLPマー








トプラストは1接種区あたり1.0'"'"'5.0X 105 個となるように分注し、 ~SBLV 転写
物 (RNA1、2、3全体で 6.0ドg) を接種した。ブロトフラストへのウイルス接












χ2= 2: {(観察値一理論値)2 /理論値}
また、 χ二乗検定の値から、ホームページhttD://aoki2.si. gunma-u.ac. iD/CGI-





保存し、その後DNA抽出を行った。まず、 200μlのCTABバッファー [100mM 
TriトHCl(pH 8 . .0)、1.4M NaCl、20lnM EDTA (pH 8.0)、3%(w/v) CTAB、0.2%2-
メルカプトヱタノール]を加えて植物組織を磨砕した。さらに 300μlの CTAB
バッファーを加え、 vortexした後、 600Cで 30分間保温した。保温中は 10分ご





・簡便法 (Edwardset al.， 1991) 
CTAB法と同様に冷凍保存した植物組織に 200μlの抽出バッファー [200mM 






を入れ、抽出バッファーと共に直径 3mmのジルコニアビ一九 (QIAGEN社)2 
個を加えてMixerMill MM300 (QIAGEN社)により 15分間振動させて破砕し
た。以降の手Jr[買は上と同様に行ったD
マッピング
CAPS (Cleaved amplified polymorphic sequence) i去と SSLP(Simple sequence 
length polymorphism)法を用いて SSBl遺伝子のマッピングを行った。用いた
CAPSマーカーおよび SSLPマーカー (Table.1II-4)の情報はデータベース The
Arabidopsis Information Resourse (TAIR; http://www.arabidopsis.OIザ)より入手し
た。
+CAPS法
上記の CATB法および簡便法で抽出した DNA溶液 100μlのうち、1.0'"'-'2.0
μlを反応液[1.0μ1 10XExTaqバッファー、 0.5μ1 2.5 mM dNTPs、0.1μ
1 ExTaq、0.25μ1 30μMCAPSプライマーforward、0.25μ1 30μMCAPS 
プライマ~reverse、十DW; 全量 10μlJ に加え、反応条件 [940Cで 4 分反応
後、 940Cで 30秒、 560C (異なるマーカーもある;TAIRホームページ
t1tO:/ /www.arabidoDsis.org/参照)で 30秒、 720Cで l分を 35サイクル繰り返し
た後、 720Cで 7分]で PCRを行った。その後、 PCR産物は制限酵素で切断し




CAPS法と同様の反応液を用い、反応条件 [940Cで4分反応後、 940Cで 15秒、
56
0C (異なるマーカーもある:TAIRホームページhUv://www.arabidoDsis.org/参




し、 CAPS法と SSLP法を用いて組み換え率を求めた。 SSBlと各マーカーの悶
の組み換え率(r)および組み換え率の標準偏差(Sr)は、以下の式で求めた(All紅d，
1956)0 
r = {(h + 2b) / 2n } X 100 [% ] 
Sr = {r(100-r) / 2n } 1/2 









4つのアクセッションでは激しい病徴を呈した (TableII-1) 0そのうち 2つの
アクセッション (S96と Fr甲2)では、 SBLVに感染すると接種葉と多くの非接
種ロゼッタ葉は黄化やえ死を起こし、新しく展開するロゼッタ葉は倭化を起こ
した (Fig.III-1B) 0 S96とFr-2のほとんどの個体は SBLVに感染すると花茎の
成長が全く認められず、まれに認められでも著しい形態異常を示した。他の 2
つのアクセッション (Ei四2と Abd-O)では、 SBLVに感染すると接種葉は黄化
やえ死を起こし、非接種ロゼ、ッタ葉は媛化が認められるがえ死は起こさなかっ
た (Fig.ill-1C) 0 Ei-2とAbd-Oは開花時期が Col-Oなどと比較して遅いため、
接種目白後ではMock接種個体であっても花茎組織は伸長しなかった。そこで











S96の交配により得た FJ植物に SBLVを接種したところ、全ての FJ植物が親に




Table 眼目2)0 これらの結果から、 S96における病徴発現の表現型は不完全優性
であることが明らかになった。次に、 FJ植物を自殖させて得た F2植物に SBLV
を接種し、表現型の分離比を調査したo PJ植物(♀S96X♂Col-O) に由来する
212個体の F2植物では、 S96と同様に激しい病徴を示すものが 48個体、 Col-O
と同様に無病徴な個体が 54個体、中間の病徴を示す個体が 110個体であった
CTable. 1II-2) 0激しい病徴を示す個体:中間の病徴を示す個体:無病徴の個体
の分離比はおよそ 0.9: 2 : 1であり、理論比 1: 2 : 1に近い割合で分離したo FJ 
植物(♀Col心×♂S96)に由来する F2植物においても同様のJ分離比を示した
CTable 1II-2) 0これらの結果、 S96の病徴発現には核内の単一遺伝子座が関与









Col心と S96のプロトプラストに SBLV転写物を接種し、 1細胞レベルにおけ
るSBLV増殖能を調べた。接種3、12、24時間後にフロトフラストから totalRNA 
を抽出し、ノーザンブロッティング法により SBLVRNAの蓄積を検出した。そ











さない個体 (Col-O型の表現型の個体)を 10個体選抜し、ゲノム DNAを抽出
して各マーカーにおける遺伝子型を調査したD 第4染色体上に位置する 2つの
マーカー、 AGとDHS1は、 Col心に連鎖しており、組換え価はそれぞれ 0%お
よび 100/0であった。それ以外の7つのマーカーでは組換え価は45""'65%であり、
連鎖は見られなかった (Tablerl-4) 0 この結果から、 SSBl遺伝子座は第4染色
体上に位置することが明らかになった。
次に、第4染色体上の CAPS、SSLPマーカーを増設し、 Col-OとS96との間
に多型の見られた5種のマーカー (AG、ATMB3R、CAT2、nga1107、DHS1; Table. 




った。 2種のマーカー聞に挟み込まれたため、 FIREC.fast isolation of 
recombinants)法 (Katoet al.， 1999)を用いてより詳細なマッrピングを行った。
154個体のF2植物の中から ATMB3Rとnga1107の間で組み換えを起こしている































































Table 11-1. Classification of Arabidopsis accessions based on their symptom 




No or mild 
symptom 
Aa帽1，Ag-O， Ak圃1，Ang醐0，Bay醐0，Bch圃1，Be圃0，
Ber， Berkley， Buckhorn Pass， Bla2， Bs圃 1，
Bsch岡0，C24， Chト0，Co， Col圃0，Condara， Da， 
Db踊0，DトG，Draの， Ema・1，En圃D，ENF， Er， 
EST， Fe-l， Fト1，Ga-O， Gか0，Gd-l， Gト3，H55， 
Hト0，HI， Hodja闘Obi圃Garm，Is闘0，Je54， Jm圃0，
KI-O， Ler， Limeport; Lト5，LIN， Litva， 
M7884S，Ma圃O，Mh幽0，Nd嗣1，No;:'O， Nok圃0，Np-
0， Nw欄0，Ob醐0，Old圃1，Oy圃 t，Pa-l， Per・1，
Petergof， Pト0，Pla-O， Po-O， RLD醐1，Rubeznoe圃












Col-O plants were inoculated with SBL V vition at 3 to 4 weeks after sowing. Most 
accessions including late-flowering accession were also inoculated at the same time. 
Some early-flowering accessions such as Ws四2were inoculated just before onset of 
development of bo1ting stem. Symptoms were observed at 14 dpi. Moreover， plants 
were harvested， and SBL V infection was checked by press blot analysis. 




Genotype Severe Mild None χ2 P 
Col-O 。 。 20 
S96 24 。 。
b 
♀S96X♂Colの(F1) 。 21 。 h 
♀Col心×♂S96(F 1) 
b 。 18 。
c 
♀S96X♂Col田o(F2) 48 110 54 0.64 0.73 
♀Colの×♂S96(F2) 
C 
24 50 20 0.72 0.70 
a Plants were inoculated with SBLV virion， and scored for symptoms at 14 dpi. 
b Fl plants from the cross between S96 and Col-O developed symptoms intennediate 
between Col-O and S96. 
c F2 plants were obtained by allowing Fl individuals to self田fertilize.
d χ2 values were calculated for an expected ratio of 1 :2:1 for severe:mi1d: no symptoms of 
plants 
Table 111圃3.SSLP al1d CAPS markers used il1 this study 
Chromo- posisiton SSLpa CAPsa Forward primer Reverse primer j 
some (cM) / Enzyme 
11.48 回並2 ACCCAAGTGATCGCCACC AACCAAGGCACAGAAGCG 
12.6 NCCl / RsaI 
AAGTTATAAGGCATTAGAATCA GTCCTATCTCTACGATGTGGATG TAATC 
42.17 nga248 TCTGTATCTCGGTGAATTCTCC TACCGAACCAAAACACAAAGG 
83.83 思a280 GGCTCCATAAAAAGTGCACC CTGATCTCACGGACAATAGTGC 
117;52 ADH/ XbaI AAAAATGGCAACACTTTGAC GCGTGACCATCAAGACTAAT 
I 48.9 GPA1.1I AflIII ATTCCTTGGTCTCCATCATC GGGATTTGATGAAGGAGAAC 
73.77 nga168 GAGGACATGTATAGGAGCCTCG TCGTCTACTGCACTGCCG 
II 48.45 OL1 / HinjI CCATGATCCGAAGAGACTAT ATATTGAGTACTGCCTTTAG 
86.41 rum長 ATGGAGAAGCTTACACTGATC TGGATTTCTTCCTCTCTTCAC 
87.88 四a112 CTCTCCACCTCCTCCAGTACC TAATCACGTGTATGCAGCTGC 
IV 26.56 盟主宣 TGGCTTTCGTTTATAAACATCC GAGGGCAAATCTTTAl寸TCGG
29.64 nga1111 AGTTCCAGATTGAGCTTTGAGC GGGTTCGGTTACAATCGTGT 
31.44 DET1.2 GGTGAAAATGGAGGAGACGA TTCAAACACCAATATCAGGCC 
57.64 04539 / HindII GGACGTAGAATCTGAGAGCrC GGTCATCCGTTCCCAGGTAAAG 
63.16 AG / XbaI CAAACACCATTTAATCTTGACA CAACAGGTTTCTTCTTCTTCTC 
-砂'1fI 
75.16 P011 / BfaI AGTGAAATTCACCAGCATG CGCAACTAACCACACAγfAC 
75.69 RPS2 / S，αu3AI TTCGACGGATGGACTCTCGTG CTCAGAGTCTTGGACTTGTCG 
78.98 PRHA/ DdeI CTTGTTTCGCACTGCTCCACC GCGGAAGAAGAACTCTGTTCG 
82.27 ATMYB3R / BtgI 
TGGTCTAGAGTTATTGACCCAT AATTTCTGTTATCTCTGGCTAT 
AACATG GGAAG 
83.41 nga1139 TTTTTCCTTGTGTTGCATTCC TAGCCGGATGAGTTGGTACC 
85.75 CAT2 / DdeI 
GACCAGTAAGAGATCCAGATAC CACAGTCATGCGACTCAAGACTTG TGCG 
102.69 i. UM596A/ 8αu961 CCCAGTCGGAAATGGCCTCCG CAGGACTTCGAGTGACGATCG 
(i問削~)16709683 bp 主盟142/AluI GGCGAGGAAGACGGTGAAG GATGGGGTGATGGTGATGC 
104.73 ngall07 CGACGAATCGACAGAATTAGG GCGAAAAAACAAAAAAATCCA 
105.66 CCR1/均7aI CGTCCATCGAGCTCTTTACC AGGCTGCGTCTTATCACCTC 
108.54 DHS / BsaAI AGAGAGAATGAGAAATGGAGG CAAGTGACCTGAAGAGTATCG 
V 14.31 理盛2主 TCTCCCCACTAGTTTTGTGTCC GAAATCCAAATCCCAGAGAGG 
18.35 ASA 1 / BclIII CCTCTAGCCTGAATAACAGAAC CTTACTCCTGTTCTTGCTTAC 
50.48 出品39 GGTTTCGTTTCACTATCCAGG AGAGCTACCAGATCCGATGG 
68.4 nga76 AGGCATGGGAGACATTTACG GGAGAAAATGTCACTCTCCACC 
89.51 DFR.1 / BsaAI TGTTACATGGCTTCATACCA AGATCCTGAGGTGAGTTTTTC 
116.88 LFY3 / RsaI GACGGCGTCTAGAAGATTC TAACTTATCGGGCTTCTGC 
a Markers displaying polymorphism between Col心 and896 are bold and under1ined. 
Table 111帽4.Map position of the SSBllocus 
Segregation Percentage 
Number of F 2 plants recombination 
Chromosome Marker examined Severe Mild None (mean土SD)a
I ADH 10 2 8 。 60.0士11.0
nga280 6 2 3 1 58.3土14.2
1 GPA1.1 10 4 3 3 55.0土11.1
111 nga6 10 3 7 。 65.0土10.7
IV nga8 10 2 5 3 45.0土11.1
AG 10 。 o 10 。
DHS 10 。 2 8 10土6.7
V LFY 10 5 3 2 65.0土10.7
nga225 10 5 3 2 65.0土10.7、電禽
a Ca1culation of the recombined frequency between SSBl and various markers 同 theF2 plants displaying no symptoms was performed 
according to the method of Allard (1956): r = {(h + 2b) /2n } X 100， where r = recombination frequency， n = number of F2 plants analyzed， h 
= number of F2 recombinants homozygous at a flanking marker， and b = the number of recombined homozygous at a flanking marker. The 




Fig. 111-1. Symptom phenotypes of Arabidopsis accessions. Plants were 
inoculated with SBL V virion， and photographed at 14 dpi. Representative 
symptoms of Col-0 (A)， S96 (B) and Ei-2 (C) are demonstrated. Healthy 
and SBLV-infected plants are shown at left and right， respectively， ineach 
nanel. 
S96 F1 (S96XCoト0) Col・0
Fig. 111-2. Symptom phenotype of an Fl plant from the cross between S96 
and Col-O. Plants were inoculated with SBL V virion， and photographed at 
14 dpi. Middle: F1 (♀S96X♂Col・0)plant infected with SBLV. Right and 
Left: Parental S96 and Col-O infected with SBLV， respectively. 
J 
‘、 4， Col・0
2 dpi 4 dpi 才dpi




Fig. 111-3. Time-course for localization of SBLV CP inCol-O and S96. Plants were 
jnoculated with virion RNA of SBLV， and harvested at 2， 4 and 7 dpi. Whole plant 
tissues were pressed onto chlomatography papers， and SBL V CP was 
immunological1y detected. Arrowheads indicate inoculated leaves. 
C01-0 














Fig. 111-4. Accumulation of SBLV RNA in Col-O and S96 protoplasts. 
Protoplasts were inoculated with virion RNA of SBL V， and total RNA was 
extracted at 6， 12 and 24 hpi. Accumulation of SBLV RNA was detected by 
northem blot analysis. Total RNA from mock国inoculatedprotoplasts was also 
loaded， and is indicated by M. Positions of SBL V RNAs 1， 2， 3 and 4 are 
indicated at left. Ethidium bromide-stained ribosomal RNA is shown below 
each lane. 
ATMYB3R nga1139 CAT2 JM142 nga11071Symptom l 























Fig. 111-5. Symptom phenotypes in SBLV infection and recombination sites of F2 plants 
(Col皿OXS96)which recombined between molecular markers ATMYB3R and ngall07. 
Black and white bars indicate S96 and Col皿ochromatids， respectively. S=severe symptom， 
M= mild symptom， N= No symptom. 
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とんど得られていないのが現状である o このような中、近年では Arabidopsis
thaliana (シロイヌナズナ)などのモデル生物を用いて、宿主因子の分子遺伝学


































遺伝子座、 SSB1 (s.ymptom d~velopment in SBLV infection)が同定された。さら
にマッピング解析の結果、 SS引は第4染色体長腕上に位置することが明らかに
なった。 S96における SBLVの感染性を調査したところ、 1細胞レベルにおけ
るSBLV増殖能や、植物体における SBLVの移行能はCol-Oで同程度であった。
このことから、 SSBlはSBLVの複製や細胞間移行、長距離移行といった感染過
程には関与せず、病徴発現に関わると考えられた。
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